raci, coz je v evolu¢nim hledisku velmi
kratky cas. I pFesto bylo prokazano, Ze se
zdvojeni genomu u jeho pfirozenych tetra-
ploidd neprojevuje zvétsenim celé rostli-
ny. Diploidy a tetraploidy jednoduse nelze
rozeznat na zakladé morfologie. Co se ale
s rostlinami déje hned poté, co probéhne
duplikace genomu? Jiz ted’ vime, Ze nové
vytvofeni polyploidi se od svych diploid-
nich rodi¢t v mnohém lisi (nékteré rozdi-
ly, jako je velikost korunniho listku nebo
listové plochy a rtizice, jsou ukdzany na
obr. 5). Konkrétni odpovédi na to, jak se
mezi sebou lisi etablovany diploid, tetra-
ploid a neotetraploid od jednotlivych bungk
pfes fenotyp aZ po evolu¢ni zdatnost, snad
budeme znéat brzy. Stejné tak snad brzy
zjistime, zda mtze polyploidizace v kratko-
dobém hledisku zvysit evolu¢ni potencial
dané populace a pomoci ji pfekonat poca-
te¢ni obtiZe po vzniku neopolyploidi.

Nehoda, nebo nahoda?

Predstavili jsme si mozné vyhody a ne-
vyhody genomové duplikace a jejich du-
sledky pro vzhled a Zivot rostlin. Mnoho-
zna¢né, misty aZ protichtidné vysledky nas
vSak nuti pfemyslet nad tim, co tedy v obec-
né mife polyploidizace pro rostliny zname-
né. Je pro svého nositele spise benefitem,

nebo naopak negativni mutaci? K ¢emu
tém vSem polyploidim, které ve volné p¥i-
rodé i na polich vidime, je zndsobené gene-
tickd informace? Odpovéd mutZe byt jed-
noduchéa — vyhodu polyploidizace mize
Cerpat jen nékdo a jen nékdy. Polyploidie,
podobné jako dalsi mutace, vznikd nadhod-
né a o tom, zda se vznikly polyploid uchyti,
rozhoduje kromé nédhody i kontext — okol-
nich podminek, ale i vlastnosti daného

Pavel Travnicek, Zuzana Chumov4, Jan Ponert

Zahada castecné endoreplikace:
orchideje a jejich evolucni trik

Vénovano pamatce Jana Sudy

Rostliny jsou obdivuhodné prizptisobivé organismy. Jejich prirozené prisedly
zpusob Zivota je totizZ nuti vyrovndvat se s riiznymi nastrahami prostredi, ve kte-
rém ziji. Jednim z fascinujicich mechanismu, ktery jim k tomu dopomaha, je
endopolyploidizace. Probiha endoreduplikaci, pri niz se replikuje genom bez
nasledného déleni bunék. To vede ke zvyseni irovné ploidie (poctu kopii DNA)
v burikach. Vysledkem celého procesu jsou buriky obsahujici vice nez dvé kopie
genomu. Obzvlast bézny je tento jev u bunék se zvlastni funkci (napi. u prosto-
rove slozitych trichomu), u specializovanych pletiv (napf. endospermu - vyziv-
ného pletiva v semeni) nebo celych organi. Pfedpoklada se, Ze endoreduplikace
hraje klicovou roli v regulaci velikosti bunék a ristu rostlin. Pokud rostlina
z néjakého divodu potiebuje zvétsit velikost bunék, jednou z cest je zvySovani

poctu kopii DNA.

Podle teorie nukleotypového efektu je
totiZ objem buitky imérny celkovému
mnoZstvi DNA bez ohledu na informace,
které jsou ji kédovany. Zaroven jde o Cas-
tou reakci na environmentalni stresory,
jimZ jsou rostliny vystaveny. Napf. béhem
sucha mohou zvysit ploidii v burikach listti,
coZ jim pomé&ha udrzet plochu listd a zlep-
§it ic¢innost vyuziti vody. Vliv na rist
a vyvoj ur¢itych organt pak dobfe demon-
strujf plody rodu lilek (Solanum), u kterych
byl prokazan vliv stupné endoreduplikace
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na zvétsovani bunék, coz mé pfimou sou-
vislost s vyvojem a riistem plodd (obr. 3).

Mechanismus a zjistovani
endopolyploidie

Endoreduplikace je varianta buné¢ného
cyklu, pii které se DNA replikuje bez na-
sledného déleni. Takovy proces se nejcas-
téji odehrava pfi vzniku bunék se special-
ni funkci nebo s postupnym vyvojem jiz
diferencovanych bunék. Dochazi ke zdvo-
jeni obsahu jejich jaderné DNA, aniz by
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druhu. Jinou $anci bude mit polyploid ve
stabilnim prostfedi obklopeny svymi di-
ploidnimi konkurenty a jinou v obdobf kli-
matickych zmén, kdy je krajina dynamicka
a oteviraji se nové niky. Jinak se s duplika-
ci genomu vyporad4 jednoletka zavisla na
produkci semen (a tedy na funkéni meiéze),
jinak klonalni rostlina, které se po dekady
muZe mnozit vegetativné pomoci oddenk.
V soucasném polyploidnim vyzkumu se
tak razi koncept polyploida jako ,,nad&jné
obludy“ (hopeful monster): genomova du-
plikace se stane, coz sice ¢asto nikam ne-
vede, ale pokud se jeji nositel s novym sta-
vem genomu dokaZe rychle vyrovnat, mtize
z vy$8{ genetické variability a novych zna-
kt tézit a v kone¢ném disledku uspét. Ze-
jména pokud se pfiroda kolem dynamicky
méni a na obzoru jsou nové piileZitosti.

Prdci na tomto tématu financné podpori-
la Evropskd vyzkumnd rada (ERC) v ram-
ci programu Evropské unie pro vyzkum
a inovace Horizont 2020 (grantovd dohoda
¢. 850852).

Pouzitou literaturu uvddime na webu
Zivy. K dal§imu &teni nap¥. Ziva 2013,
4:149-153, 6: 261-264; 2015, 1: 4;
2021, 3: 110-113.

1 Paphiopedilum tranlienianum —
zastupce vyhradné asijského rodu
Paphiopedilum z podceledi Cypripedioi-
deae, ktery je typicky velkymi genomy
a piitomnosti ¢astecné endoreplikace.
BliZe v textu. Foto J. Ponert

buiika dospéla k metafazi mitotického dé-
leni, tedy k oddéleni vzniklych kopii v po-
dobé chromozom. ProtoZe jde o zdvoje-
n{ uvnitf jediné buriky, nazyvame proces
endoreduplikaci. Podobny proces predsta-
vuje endomitdza, p¥i které se buiiky také
nedéli, ale probéhne metafize a vysled-
kem je vétsi pocet chromozomt uvnitf bu-
nék. Endomitéza se vSak u rostlin vyskytuje
velmi vzacné, a v textu ji proto nebudeme
déle rozebirat. Pokud je zfetézeno vice
cyklt endoreduplikace, obsah DNA se dale
nésobi. Pro odliseni jednotlivych bunék,
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resp. endoreduplika¢nich cykld, kterymi
buriky prochazeji, je zaveden néasledujici
systém znaceni. Diploidnim somatickym
buiikdm naleZi oznaceni 2C (C je konstant-
ni mnozstvi DNA odpovidajici haploid-
nim gametdm, a protoZe somatické buiky
jsou odvozeny z buiiky vzniklé splynutim
dvou gamet, je jejich oznaceni 2C). V ple-
tivech rostlin se tak 1ze setkat s burikami,
které projdou jednim cyklem endoredupli-
kace, znac¢enymi 4C, po dvou cyklech
8C atd. BéZné se zde setkdme s burikami
v endoreduplikaéni fadé 2C — 4C - 8C —
16C — 32C — atd. Neni neobvyklé, Ze vysoce
specializovana pletiva, napf. endosperm,
mohou pomérné bézné dosahovat 512C.
To znamena, Ze jejich jadra prosgla 8 po
sobé jdoucimi cykly zdvojeni DNA.

Pro detekci endopolyploidie se v sou-
¢asné dobé vyuziva zejména prutokova
cytometrie. Tato metoda je v botanice zalo-
Zena na zjistovani mnozstvi DNA v bunéc-
nych jadrech pomoci jejich fluorescence
(principim a vyuziti pritokové cytome-
trie v botanice se detailné vénoval ¢lanek
v Zivé 2005, 1: 46—48). Vzhledem k tomu,
Ze se v prutokovém cytometru detekuje
vzdy velké mnozstvi jader uvolnénych
z ur¢itého pletiva (listu, kvétu apod.), vel-
mi snadno se odhali, zda konkrétni pletivo
obsahuje buiiky s endoreduplikovanymi
jadry, jejich stupenl endoreduplikace, pii-
padné jejich vzdjemny pomér (obr. 3).
Nevyhodou ztistava fakt, Ze uvolnéna ja-
dra nelze zpétné prifadit ke konkrétnim
burikdm, tedy ani k funkcim, které buriky
s endoreduplikovanou DNA v pletivu
plni. Danou nevyhodu jsou schopny eli-
minovat pokrocilejsi techniky, napft. lase-
rova skenovaci cytometrie (Laser Scanning
Cytometry, LSC), pfi nichZ se zachova p¥i-
rozena organizace pletiva a stupeni endo-
reduplikace je zjistovan pfimo v konkrét-
nich burikach.

Evolu¢ni vyznam endopolyploidie -
vyhody a nevyhody

Endopolyploidie je u rostlin velice ¢astym
jevem a odhaduje se, Ze az 90 % nedfev-
natych krytosemennych vykazuje jeji p¥i-
tomnost alespori v nékterych pletivech.
Uvazuje se o dvou hlavnich dtvodech,
proc tomu tak je. Endoreduplikace, klicovy
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zpusob vzniku rostlinné endopolyploidie,
je uzce spjata s ristem a vyvojem bunék,
pletiv i orgdnt, nebo je povazovéna za
jakousi univerzalni odpovéd rostlin na
vnéjsi (abioticky i bioticky) stres. Endore-
duplikace hraje nezastupitelnou roli v ris-
tu a vyvoji rostlin a byva spojena s aktiva-
ci specifickych transkripénich programi,
charakteristickych pro kazdy typ bunék
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urcujicich jejich identitu. V kazdém rost-
linném orgénu se miZeme setkat s buri-
kami, které plni zvlastni funkci a maji
zarovenl endoreduplikovana jadra. T¥eba
prostorové slozité trichomy listd husenic-
ku rolniho (Arabidopsis thaliana), mode-
lového organismu rostlinné molekularni
genetiky, obsahuji 32C jadra, tedy takova,
jez prosla ¢tyfmi cykly endoreduplikace.
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2 Horsky mlzny les je ukazkou biotopu,
ktery hosti obrovské mnozstvi epifytic-
kych druht orchideji a v Jizni a Stfedni
Americe je obzvlast bohaty na druhy

ze subtribu Pleurothallidinae. Ekvador,
provincie Azuay. Foto Z. Chumova

3 Lilek visiiovy (Solanum pseudocapsi-
cum) z pohledu priitokového cytometru
a frekvence endopolyploidizovanych
bunék — tedy bunék, které prosly kom-
pletnim zmnoZenim genomu, kde se
konstantni ¢ast genomu C z ptivodnich
2C somatickych bunék postupné
zdvojnésobuje na 4C, 8C, ... buiky,

v nékterych organech. Obr. a — typicky
profil listového pletiva s dominantni
somatickou 2C fazi jader, b — cytometric-
ky profil korunnich listka s vyraznym
zastoupenim bunék po jednom ¢i dvou
cyklech endopolyploidizace (4C a 8C
jadra), ¢ — typicky profil plodu zastupcti
rodu lilek s mnohoc¢etnym zastoupenim
bunék v rtiznych stadiich endopoly-
ploidizace (od somatickych 2C jader

aZ po jadra s pétinasobnym zmnoZenim
DNA - 64C). U v8ech obrazk je
relativni fluorescence (osa x)

v logaritmické skale.

4 az7 Rod vstavac (Neotinea) je pied-
stavitelem orchideji s ¢aste¢nou endo-
replikaci (pfi ni se v jadrech bunék
zdvojuji jen urcité ¢asti genomu),

ktera zde dosahuje rekordniho poméru
v replikované a nereplikované ¢asti
genomu. Zatimco u vstavace trojzubého
(N. tridentata, obr. 4, 5 a na 1. str. obalky)
je replikovana tfetina genomu, u ¢isté
mediterdnniho druhu vstavace mlé¢ného
(N. lactea, obr. 6 a 7) jde pouze 0 13 %
genomu. Zajimavé je, Ze velikost repliko-
vané ¢asti genomu maji v absolutni hod-
noté téméf totoznou (3,5 a 3,8 pikogra-
mu), a pfi¢inou velkého rozdilu p¥i
vyjadieni v relativnich jednotkach (tedy
v procentech z velikosti genomu) je znac-
ny rozdil v celkové velikosti genomu
obou zéastupct. Cytometricky standard —
hrach sety (Pisum sativum) — je v obou
histogramech oznac¢en hvézdickou, cyto-
metricky signél z orchideji zvyraznén
oranzovou barvou. Na obr. 5 vstavac
trojzuby z nasi nejpocetnéjsi populace

v narodni pfirodni rezervaci StrabiSov-
-Oulehla, ktera ¢ita stovky jedincd.

Jizni Morava. Na obr. 7 je vstava¢ mlécny
(italsky ostrov Sardinie, pobliZ méstecka
Macumere), ktery je typickym druhem
pro stfedni a vychodni mediteran,
zatimco na Pyrenejském poloostrové ho
stfida velmi podobny druh N. conica.
Foto P. Travnicek (obr. 5) a J. Ponert (7)

8 az 11 Rod Lepanthes, zastupce ze
subtribu Pleurothallidinae, jehoz druhy
maji oba typy endoreplikace — konvenéni
(b&Znou) i ¢astecnou. Zatimco L. acarina
(obr. 8 a 9) replikuje kompletni genom,
druh L. katleri pouze dvé tfetiny genomu
(10 a 11). To mtZe souviset s celkovou
velikosti genomu, ktera je u L. katleri
témeét dvojnésobna. Cytometricky stan-
dard (lilek vistiovy) je v obou histogra-
mech oznacen hvézdickou, cytometricky
signal z orchideji oranZové. Na snimcich
jihoamericky druh L. acarina a peruan-
sky L. katleri péstované ve sbirkdch
Botanické zahrady Praha v Troji.

Foto J. Ponert (obr. 9a 11)
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Plody rajcat jsou tvofeny z naprosté vétsi-
ny endoreduplikovanymi butikami, a to
v riznych stadiich od 4C do 128C. Dopro-
vodnym efektem znédsobeni genetické in-
formace je zvy$eni transkrip¢ni aktivity,
coZ muze hréat dilezitou roli napt. pfi syn-
téze stavebnich prvkd bunécné stény, kterd
musi na zvétsovani objemu builky zakoni-
té reagovat.

Pravé snadnéjsi modifikace transkrip¢ni
aktivity nejrtiznéjsich genti metabolickych
drah nebo gent zmiriiujicich stres nabizi
mozné vysvétleni, pro¢ je endoreduplikace
povazovéna za univerzalni odpovéd rostlin
na stresové podminky. Prokédzana souvis-
lost endoreduplikace se zvy$enou expresi
gent regulujicich sloZzeni bunééné stény
hraje roli v reakcich na poskozeni pletiv
tfeba okusem ¢i jinym mechanickym vli-
vem. Takova exprese neni vyznamna jen
pii vystavbé nové bunéené stény, ale také
pfi jejim posilovani nebo prestavbé (remo-
delaci), coZ jsou velmi dulezité schopnosti
bunék napf. pfi napadeni patogeny. Z obra-
cené perspektivy bylo prokazéano, Ze urcité
stresové podminky, kterym byly rostliny
experimentilné vystaveny — poskozeni
DNA ultrafialovym zafenim, tepelné ptso-
beni na buriky, sucho apod. —u nich vyvola-
ly indukci endopolyploidie, coz poukazuje
na vzdjemnou propojenost téchto jevi.
Schopnost lokélni indukce endopolyploi-
die, tedy tykajici se konkrétni ¢asti rostli-
ny (napi. poskozeného pletiva), umoziiuje
rostlindm odpovidajicim zptisobem reago-
vat na stresovy faktor jen tam, kde je za-
potiebi. To se z hlediska energetickych na-
kladd jevi jako idedlni strategie, protoze
investice do zmirnéni nésledki stresovych
faktort je cilena.
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Nejvyznamnéjsi nevyhodou replikovani
kompletni jaderné DNA je bezesporu ener-
geticka a pfedevsim zdrojova néroénost
takového poc¢indni. Vezmeme-li v potaz, Ze
zdkladnimi stavebnimi prvky DNA jsou
uhlik, dusik, kyslik, vodik a fosfor, je ztej-
mé, Ze hlavni limitaci pro nekontrolované
zmnozovani DNA u rostlin bude zejména
dusik a fosfor. V1iv obsahu fosforu na stu-
peii endoreduplikace byl prokazan napf.
u jeCmene obecného (Hordeum vulgare),
kde kofeny vystavené nedostatku fosforu
vykézaly niz§i miru endoreduplikace pletiv
nez kofeny péstované v nutri¢né vyvaze-
nych podminkéch. Zde je namisté pfipome-
nout, Ze endopolyploidie nepostihuje cely
organismus, ale naopak byva lokalizovana
tam, kde je to z jakéhokoli divodu pro rost-
linu vhodné. Jde o zésadni rozdil oproti
polyploidizaci, kterd postihuje cely organis-
mus, tedy veskeré jeho buiiky. ProtoZe jsou
oba jevy spojeny se zmnozenim DNA, tyka-
ji se jich podobné vyhody a nevyhody (viz
také predchozi ¢lanek na str. 159-163). Byva
pravidlem, Ze se zvySujici se celkovou ploi-
dif organismu imérné klesa mira endopoly-
ploidizace konkrétnich bunék i pletiv, ne-
bot lokalni zvy$ovéani pocétu kopii DNA jiz
neni potebné. Na druhou stranu si 1ze pred-
stavit situaci, kde jsou v prostfedi s mélo
stavebnimi prvky DNA (jmenovité dostup-
ného dusiku a zvlasté fosforu) polyploidni
rostliny znevyhodnény. Naopak jsou oproti
nim zvyhodnéni diploidni jedinci s dobte
vybalancovanou a lokalizovanou endopoly-
ploidii. Tuto ldkavou teorii o kompromisu
(trade-off) mezi celkovou polyploidif a en-
dopolyploidif bude v8ak nutné déle testovat
v kontextu $irsich souvislosti, napf. streso-
vych podminek nebo transkripéni aktivity.
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Castecna endoreplikace orchideji

U orchideji se vedle béZné endoreduplika-
ce (CE, z anglického Conventional Endo-
replication) vyvinul specidlni typ endore-
plikace, u kterého nedochazi ke zmnozeni
celého genomu. Replikuji se pouze jeho
Casti, a proto se tento proces nazyva c¢as-
tetna endoreplikace (PE — Partial Endore-
plication, genom se nereplikuje cely, takze
nelze pouZivat pojem endoreduplikace).
Jev je znadm u ¢&tyf z péti podéeledi Geledi
vstavacovitych (Orchidaceae). Nevyskytu-
je se pouze u evolu¢né nejbazalnéjs{ pod-
¢eledi Apostasioideae, pravdépodobné
vznikl aZ po jejim oddéleni od spoleéného
pfedka. Vyskyt ¢aste¢né endoreplikace
napiic ¢eledi je ponékud ndhodny s vyjim-
kou podceledi Orchidoideae, kde je témér
vSudypfitomna (obr. 4-7 a na 1. str. obalky).
Podrobnégjsi screening v druhové nejpocet-
néjsi podceledi Epidendroideae ukazal,
Ze je ¢aste¢na endoreplikace tizce spjata
s velikosti genomu, a to i na Grovni nizsich
taxonomickych jednotek, jako je rod. Neni
vyjimkou, Ze u jednotlivych zastupcii kon-
krétnich rodd maji druhy s mensim geno-
mem standardni endoreduplikaci (s repli-
kaci kompletniho genomu), zatimco druhy
s vét§im genomem vykazuji ¢astetnou en-
doreplikaci. Takové schisma dobfe demon-
struje rod Lepanthes (obr. 8—11). Dale se
ukézalo, Ze Gast genomu, kterd je replikova-
na, je druhové specificka, to znamen4, Ze
v§ichni zéstupci téhoz druhu vykazuji stej-
ny vzor ¢asteéné endoreplikace, ktery lze
vyjadfit napt. takto: 2C — 2C+P — 2C+3P —
2C+7P. Zatimco zéakladni somaticka burika
obsahuje 2C velikost jaderné DNA, po prv-
nim kole ¢aste¢né endoreplikace p¥ibude
replikovana ¢ast genomu P, jejiZ velikost je
pro konkrétni druh konstantn{ (velikost ge-
nomu takové buriky 1ze vyjadtit jako 2C+P).
V dalsim kole endoreplikace se z ptavod-
ni 2C velikosti opét zreplikuje ¢ést P, ale
protoZe se uZz jedna kopie P-&asti genomu
v burice vyskytuje, tak ta se po vzoru béz-
né endoreduplikace zdvojnésobi a po dvou
kolech ¢aste¢né endoreplikace mé vysled-
né buirika 2C+3P velikost genomu. V dal-
$im kole se opét zdvojnésobi pocet kopii
P-¢ésti genomu a ptibude dalsi kopie z pt-
vodni 2C velikosti na vysledny stav 2C+7P.
I kdyz tato fada miize teoreticky pokraco-
vat donekonecna, v praxi se setkdvame
maximéalné s velikosti jaderného genomu
na drovni 2C+15P, odpovidajici ¢tyfem
cyklim c¢éstecné endoreplikace.

Detailni prizkum blizce pfibuznych
druht také ukézal, Ze velikost replikované
P-¢asti genomu je pomérné malo variabilni
a s fylogenetickou vzdalenosti druhi se
jeji rozdily zvysuji jen zvolna. Nereplikova-
né ¢ast genomu podléha mnohem rychlej-
§{ zméné, kde se i sesterské druhy mohou
vyrazné lisit (obr. 4 a 6). Tento fakt mimo
jiné znamen4, Ze zména celkové velikosti
genomu druht s ¢aste¢nou endoreplikaci
je mnohem vice ovlivnéna zménami v ne-
replikované ¢asti genomu. To velmi dobie
koresponduje se zjisténim, Ze jsou v ne-
replikované ¢ésti genomu nahromadény
repetitivni elementy, které povazujeme za
cich obrovskou variabilitu velikosti geno-
mu rostlin. Naopak replikovana P-¢ast ge-
nomu je bohaté na kédujici sekvence genii

sxMz

a obsahuje mnohem niZ3{ zastoupeni repeti-
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tivni DNA. Jinymi slovy lze ¥ici, Ze orchi-
deje si osvojenim ¢astetné endoreplikace
vytvofily velmi G¢inny néstroj, ktery jim
umoziiuje zmnozit jen funkéni ¢4sti geno-
mu, zatimco redundantni (nadbyte¢na)
DNA obsahujici repetitivni elementy zpra-
vidla replikovéna neni. Spojime-li to se
skute¢nosti, Ze zptisob endoreplikace, jak
jiz bylo fe€eno, je spjat s celkovou velikos-
ti genomu konkrétniho druhu, je zfejmé, Ze
u orchideji doslo k evoluci velmi ti¢inné
strategie, jak Setfit energii a zdroje a za-
rovei tézit z vyhod endopolyploidizace.
Ve zkratce si to miZzeme predstavit tak, Ze
ma-li orchidej relativné maly genom, pak
je typ endoreplikace konvenéni a repli-
kuje se cely genom. Kdyz velikost genomu
vzroste nad urcitou kritickou hranici, orchi-
dej pfechazi na ¢aste¢nou endoreplikaci
a zatne replikovat jen tu ¢ast genomu, kte-
ré z velké ¢asti nese funkéni geny. Tim se
zajisti, Ze zvySena transkrip¢ni aktivita
spjatéd s endopolyploidii ztistane zachova-
na, zaroven se ale uset{ energie a zdroje
nutné k replikaci kompletniho genomu.
Kritickou velikost genomu, pii které dojde
ke zvratu v typu endoreplikace ve pro-
spéch ¢aste¢né endoreplikace, je ale nutné
brat spise jako myslenkovy konstrukt, kte-
ry zatim nebylo mozné empiricky ovéfit.
Rodt, kde se vyskytuji oba typy endorepli-
kace, existuje totiZ relativné mélo a dosud
nebyly podrobeny detailnimu vyzkumu.
Navic nékteré z nich (napf. rody Lepanthes,
Restrepia) maji spletitou evoluci a rozlise-
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12 Srovnéni velikosti genomu orchide;ji
stanovenych u zastupct subtribu
Pleurothallidinae s konvenc¢ni (CE)

a ¢aste¢nou (PE) endoreplikaci.

U druhi s ¢aste¢nou endoreplikaci 1ze
jejich celkovy genom (bily box) virtualné
rozdélit na replikovanou ¢ast (oranzovy
box) a nereplikovanou ¢ast (edy box).
Osa y je v logaritmické skale.

Pocty v zavorce znamenaji zméfené
druhy v rdmci jednotlivych kategorii.

13 Rod Dracula zahrnuje asi 150 druht,
které maji vyhradné ¢éste¢nou endo-
replikaci, pfi niz replikuji téméf vSechny
druhy stejné velkou ¢ast genomu

bez ohledu na jeho celkovou velikost.
Na snimku D. chimaera. Foto J. Ponert
14 Zavislost nereplikované ¢asti

na celkové velikosti genomu u t¥i rod
ze subtribu Pleurothallidinae, které maji
vyrazné zastoupeni druht s ¢aste¢nou
endoreplikaci. Linky v p¥islusnych
barvach pfedstavuji regresni pfimky

pro kazdy rod zvlast. Obé osy jsou

v logaritmické skéle.

15 Rod Restrepia je jeden z rodt,

kde se podle velikosti genomu méni

typ endoreplikace. Zobrazeny druh

R. portillae ma diky malému genomu
konvencéni typ endoreplikace.

Foto J. Ponert

16 az 19 Cytometrické profily dvou
druhi orchideji s ¢aste¢nou endoreplika-
ci, které predstavuji dosud znamé extré-
my v zastoupeni GC-péra bazi v genomu
(G — guanin, C — cytozin). Zatimco
stfedoamericka Specklinia guanacasten-
sis (obr. 16 a 17) obsahuje pouhych

22,5 % GC-pért, jihoafricka Disa multi-
fida (obr. 18 a 19) ma 50,5 % GC-part.
Zastoupeni bazi v genomu se stanovuje
pritokovou cytometrii pomoc{ méfeni

s dvéma fluorescencénimi barvami,

které se rozdilné vaZzou na DNA.
Propidium jodid (PI) je interkalarni
barvivo a rovhomérné se vaZe na celou
DNA (vmezefi se mezi dvé vlakna dvou-
sroubovice bez ohledu na to, jakymi
nukleotidy je dana DNA tvofena;

¢erné podbarveny histogram).

Naproti tomu DAPI (4',6-diamidin-2-fe-
nylindol) je AT-selektivni barvivo vazici
se na AT-pary v DNA (oranzové podbar-
veny histogram, A — adenin, T — thymin).
Pomeér relativnich fluorescenci ke stejné-
mu standardu u obou barviv (dye factor,
DF) je urc¢ujici pro vypocet bazického
(nukleotidového) sloZeni genomu.
Vsechny orig. P. Travnicek.

Foto J. Ponert (obr. 17) a T. Yagame (19)

ni jednotlivych vyvojovych linii, které by
ukézaly podrobnou strukturu jejich p¥ibu-
zenskych vztaht, zstdva nejasné a nedaji
se udinit vérohodné zavéry.

Co v8ak vime s jistotou, je, Ze ¢astecna
endoreplikace mé u orchideji zasadni vliv
na celogenomové zmény, které mtizeme
stanovit pomoc{ priitokové cytometrie —
tedy velikost genomu a pomér AT/GC pari
bazi v jaderné DNA (nukleotidy A — ade-
nin, T — thymin, G — guanin, C — cytozin).
Podrobna studie subtribu Pleurothallidi-
nae (Chumové a kol. 2021), druhové nej-
bohatsi skupiny orchideji ¢itajici pres
5 800 druht z pod¢eledi Epidendroideae
(obr. 9, 11, 13, 15, 17 a na 2. str. obalky),
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prokézala, Ze druhy s ¢4ste¢nou endorepli-
kaci maji prikazné vétsi primérné veli-
kosti genomu nez druhy s konvenén{ (cel-
kovou) endoreplikaci. Gelkové variabilita
velikosti v obou skupinéch je vSak témér
totoznd a druhi s ¢4ste¢nou endoreplika-
ci najdeme u téchto orchideji asi 33 %
(odhadnuto z proporce zastoupeni obou
typt endoreplikace u jednotlivych rodia
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a celkového poctu akceptovanych druht
v rodech; obr. 12). Studie dale ukazala
vySe zminény fakt o tésné vazbé celkové
velikosti genomu na jeho nereplikovanou
¢ast (obr. 14), coz mimo jiné znamen4, Ze
pfeména endoreplikaéniho cyklu na ¢és-
te¢nou endoreplikaci dovoluje orchide-
jim mnohem volnéjs{ regulaci akumulace
repetitivnich element v genomu — jde
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pravdépodobné o klicovy faktor, ktery stoji
za tim, Ze druhy s ¢aste¢nou endoreplika-
ci maji v primeéru vétsi celkovou velikost
genomu.

Zajimavosti je, Ze ¢aste¢na endoreplika-
ce umoziiuje modifikace genomu i v jeho
nukleotidovém sloZeni. U vyssich rostlin
se obvykle setkdvame s pomérné konzer-
vovanou skladbou genomu, co se tyce po-
méru AT a GC pard béazi. Vétsina rostlin
ma relativné izké rozpéti v rozmezi p¥i-
blizné 33-49 % GC part bazi v genomu
a vy$8i zastoupeni GC pért byva spojova-
no s vétsi stabilitou DNA (diky tfem vodi-
kovym mistkim u GC pard bazi oproti
dvéma u AT part). Praveé stabilita DNA je
povazovana za klicovou vlastnost rostlin
v jejich schopnosti osidlovat extrémnéjsi
ekologické podminky, pfedevsim z hle-
diska sezonnich vykyvi teplot (napt. vyso-
kohorské a polarni oblasti) nebo srazek
(napf. polopoustni oblasti). Z tohoto obvyk-
1ého vzorce znaéné vyc¢nivaji orchideje,
kde se setkdme s pomérem GC part bazi
v rozmezi 22,5-50,5 %, coZ jsou nejen nové
absolutni hranice pro vyssi rostliny, ale
predstavuji i ojedinély rozsah v rdmci jed-
né skupiny eukaryotnich organismui. Oba
extrémy a také celkové vétsi variabilitu
v poméru bazi maji orchideje s ¢astecnou
endoreplikaci (obr. 16—19). Pravdépodob-
né vysvétleni mize spoc¢ivat v akumulaci
rtznych rodin repetitivnich elementi DNA,
které mohou byt extrémné bohaté, nebo
naopak chudé na GC baze. Protoze druhy
s Caste¢nou endoreplikaci nemuseji proli-
feraci takovych elementd p¥ili§ regulo-
vat, je moZné, Ze extrémy v genomickém
poméru bazi jsou dosaZeny pravé timto
mechanismem. Na druhou stranu je ale
nutné zminit, Ze i u orchideji byla vysle-
dovéana vazba obsahu béaz{ na klimatické
podminky nebo na Zivotni formu (geofyty
versus epifyty). Odhaleni pfi¢in extremi-
zace genomického sloZeni orchideji vsak
neni uspokojivé vysvétleno a vyZzaduje
dal3{ vyzkum.

Studium tohoto tématu bylo financovdno
z ndrodnich projektit Grantové agentury CR
(20-04844S, 17-18080S) a dlouhodobého
vyzkumného zdmeru RVO 67985939.
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